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Abstract of DE3518527 

The invention relates to a pulse-based fluorometer which is capable with the aid of a selective pulse- 
amplifying system of detecting rapid variations in the fluorescence yield in the case of irradiation by 
strong, unfiltered white light. The measurement system comprises a periodically pulsed light source, 
e.g. a light-emitting diode, for fluorescence excitation, a photodetector, e.g. a photodiode, for detecting 
the fluorescence pulses and a pulsed-amplifying system which processes the fluorescence pulse 
signals selectively even against a large background of superimposed signals. The fluorometer is 
particularly suitable for measuring the light-induced variations In the chlorophyll fluorescence of living 
plants in the event of exposure tq unfiltered strong light, e.g. sunlight. 
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Pruf ungsantrag gem. § 44 PatG ist gesteilt 

@ Fluorometer auf Impulsbasis 

Die Erfindung betrifft ein Fluororrteter auf impulsbasis, 
welches mit Hilfe eines seiektiven impuls-Verstarkersy- 
stems in der Lage ist, schnetle Verlnderungen der Fluores- 
zenzausbeute bei Einstrahlung von starkem ungefiltertem 
Wei&licht zu erfassen. Das Me&system umfa&t eine perio- 
disch geptilste Lichtquelle. z. B. eine lichtemittierende Di- 
ode, zur Fluoreszenzanregung, einen Photodetektor. z. B. 
eine Photodiode, zur Erfassung der Ruoreszenzimpulse und 
ein impuls-Verstdrkersystem. welches die Fluoreszenzim- 
pufs-Signale selektiv auch gegen einen gro&en Hintergrund 
uberlagernder Signale verarbeitet. Das Fluorometer ist be- 
sonders geeignet zur Messung der lichtinduzierten Verande- 
rung en der Chlorophylifluoreszenz lebender Pflanzen bei 
Belichtung mit ungef iltertem Starklicht z. B. Sonnenlicht. 
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Patentanspruche 



Fluorometer zur Messung lichtinduzierter Veranderungen der 
Fluoreszenzausbeute bestehend aus einem MeBkopf und einer Steuer- 
und Regeleinrichtung , wobei der MeBkopf in einem Abschirmgehause 
untergebracht ist, das neben einer LED Lichtquelle einen Photode- 
tektor mit Vorverstarker enthalt, gekennzeichnet durch folgende 
Merkmale: 

a) die LED Lichtquelle (1) wird von einem Impulstreiber (2) ge- 
trieben und liefert periodisch rechteckformige Lichtimpulse (3) 
im psec-Bereich ; 

b) das LED Impulslicht durchdringt ein optisches KurzpaBfilter 
(4) bevor es auf das Untersuchungsobjekt (5) fallt und dort lan- 
gerwellige Fluoreszenz-Impulse anregt, welche durch ein optisches 
LangpaBfilter (6) von dem LED Impulslicht getrennt und auf den 
Photodetektor geleitet werden; 

c) im Vorverstarker (8) warden mittels eines RC-HochpaB-Filters 
(Rl, CI) die schnellen Impulssignale von langsameren, uberlagernden 
Fremdsignalen getrpnnt ; 

d) in der Steuer- und Regeleinrichtung (STR) liefert ein Taktgen- 
erator (9) Steuerimpulse fur den LED Impulstreiber (2) und die zu- 
gehorigen Steuerimpulse fur einen selektiven Ausschnittsverstarker 
(11), sowie uber eine Synchronisierungseinheit (10) Synchronisier- 
ungspulse fur die Ansteuerung einer Starklichtquelle (19) und Aus- 
tast impulse zum kurzfristigen KurzschlieBen des Vorverstarker (8) ; 

e) im selektiven Ausschnittsverstarker (11) dienen zwei vom Takt- 
generator (9) uber den Dezimalzahler (12) und die Verzogerungs- 
glieder (VI, V2) erzeugte Schaltimpulse zur Betatigung der Schal- 
ter (SI, S2) zum Zwecke der zeitlich selektiven Ubernahme des vom 
Vorverstarker (8) eintreffenden Signals (13) durch zwei Speicher- 
kondensatoren (C2, C3) an den beiden Eingangen eines Instrumenten- 
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Verstarkers (14), wobei die Schalter jeweils nur fOr kurze Zeit- 
raume im Maximum des Ladeimpulses (15) und im Minimum des folgen- 
den Entladeimpulses (16) geschlossen sind-, 

f) die Synchronisierungseinrichtung (10) lost bei Betatigung 
eines Start-Tasters (17) Triggerimpulse fur die Betatigung eines 
Ein/Aus Schalters (18 a,b) einer Starklichtquelle (19) aus, wo- 
bei die vom Taktgenerator (9) erzeugten Synchronimpulse mittels 
des Dezimalzahlers (12) zeitlich verschoben sind, sodaB sie je- 
weils in die Mitte zwischen zwei LED MeBlicht-Impulse (3) fallen, 
und wobei eine Logikschaltung (LI) dafur sorgt, daB die Synchron- 
impulse nur dann einen Einschalt-Triggerimpuls auslosen, wenn der 
Start-Taster (17) betatigt wird, und wobei eine zweite Logikschalt- 
ung (L2) in Verbindung mit einem digital einstellbaren Verzogerungs- 
glied (20) einen Synchronimpuls zur Auslosung des Ausschalt-Trigger- 
impulses selektioniert. 

2. Fluorometer nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Photodetektor eine PIN-Photodiode (7) ist, mit ausreichend 
schneller Ansprechzeit zur Erfassung von Fluoreszenzimpulsen im 
psec-Bereich und mit hoher Linearitat des Ausgangsstroms uber einen 
weiten Lichtintensitatsbereich. 

3. Fluorometer nach AnsprOchen 1 und 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB bei Einsatz der Starklichtquelle (19) der Taktgenerator (9) 
mittels eines von der Synchronisierungseinheit (10) angesteuerten 
Umscha Iters (21) von einer niedrigen auf eine hohe Frequenz und 
umgekehrt geschaltet wird. 

4. Fluorometer nach AnsprOchen 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , 

daB die externe Starklichtquelle (19) eine Blitzentladungslampe 
ist. und daB der bei Betatigung des Start-Tasters (17) ausgeloste 
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Triggerirapuls uber einen Impulsgenerator (22) einen Impuls defin- 
ierter Dauer zur Betatigung eines Schalters (S3) fur die Kurz- 
schlieBung des Photodiodenvorverstarkers (8) erzeugt. 

5. Fluorometer nach Anspruchen 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Steuer- und Regeleinrichtung (STR) rait einer wahlweise zu- 
schaltbaren Zusatzeinrichtung (23) zur automatischen Nullwertkom- 
pensation des NeBsignals erganzt ist, bestehend aus einem vom 
Taktgenerator (9) bei Betatigung eines Tasters (24) angesteuerten 
Binarzahler (25) mit nachgeschalteter Widerstandskette (26) , welche 
Ausgangsspannungen zur Kompensation des vorliegenden MeBsignals er- 
zeugt, die zunachst in einem Komparator (27) mit dera MeBsignal ver- 
glichen werderi, urn den Binarzahler (25) zu einer Aufwarts- oder Ab- 
wartszahlung zu veranlassen, und daB dann in einem Differenzver- 
starker (28) die Differenzspannung zwischen MeBsignal und Korapen- 
sationsspannung gebildet wird, wobei nach ausreichender Zahldauer 
die Differenzspannung statistisch um den Nullwert schwankt und wo- 
bei nach Abschalten der Taktimpulse der jeweils vorliegende Kompen- 
sationswert erhalten bleibt. 

6. Fluorometer nach Anspruchen 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB im MeBkopf (M) die LED (1) und die Photodiode (7) mit den ent- 
sprechenden Filtern (4, 6) nebeneinander in parallelen Achsen in 
einem Abschirmgehause (29) angeordnet sind, und daB die LED (1) und 
die Photodiode (7) uber getrennte Lichtleiterfaserbiindel (30, 31) 
an einem gemeinsamen Austrittsende (32) zusammengefuhrt und ge- 
mischt sind, und daB das Austrittsende der zusammengefaBten Licht- 
leiterbundel (32) in geringem Abstand vom Untersuchungsobjekt (5) 
gehalten ist. 

7. Fluorometer nach Anspruchen 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die LED Impulslichtquelle (1) durch das optische KurzpaBfilter 
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(4) und durch zentrale Offnungen (33, 34) einer daruberliegenden 
Photodiode (35) und eines optischen LangpaBfilters (36) auf ein 
uber der Offnung (37) des Abschirmgehauses (29) befindliches Unter- 
suchungsobjekt (5) scheint, und daB die dort angeregte Fluoreszenz 
durch das optische LangpaBfilter (36) vom kurzerwelligen LED Licht 
getrennt wird und dann auf die Photodiode (35) trifft. 

8. Fluorometer nach Anspruchen 1 bis 5 und 7, 
dadurch gekennzeichnet , 

daB die LED (1) zusatzlich zu den periodischen MeBlichtpulsen such 
kontinuierliches Licht hoherer Intensitat liefert, wobei die Ein/Aus 
Schaltung des kontinuierlichen Lichtanteils hoherer Intensitat durch 
die Synchronisierungseinrichtung (10) gesteuert ist. 

9. Fluorometer nach Anspruchen 1 bis 5 und 7-8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die LED (1) und die Photodiode (35) uber das eine Ende eines 
gemeinsamen Lichtleiterfaserbundels (38) mit dem Untersuchungsob- 
jekt (5) verbunden sind, und daB das andere Ende des Bundels unbe- 
abstandet auf das Untersuchungsobjekt angedruckt ist, sodaB sowohl 
Anregungslicht als auch Starklicht von der LED (1) uber den Licht- 
leiter (38) auf ein vom MeBkopf entfernt befindliches Untersuch- 
ungsobjekt (5) strahlt und die dort angeregte Fluoreszenz iiber die- 
selben Fasern zuruck in den MeBkopf geleitet wird. 

10. Fluorometer nach Anspruchen 1 bis 5 und 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das gefilterte Meflpulslicht der LED (1) nach Passieren der zent- 
ralen Offnungen (33, 34) in der Photodiode (35) und dem optischen 
LangpaBfilter (36) durch eine zweite LED (39) mit transparentem 
Kunstharzkorper hindurch die Fluoreszenz des direkt daruberliegenden 
Untersuchungsobjekts (5) anregt, und daB die transparente LED (39) 
J das Untersuchungsobjekt (5) aus nachster Nahe mit ungefiltertem 
Starklicht bestrahlt. 
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Die Erfindung bezieht sich auf ein Fluorometer zur Messung 
lichtinduzierter Veranderungen der Fluoreszenzausbeute gemaB dem 
Oberbegriff des Patentanspruchs 1. 

Eine derartige Einrichtung ist aus der US Patentschrift 4084905 
bekannt. Bei dieser Einrichtung dient dasselbe, kontinuierliche 
Starklicht, welches die Chlorophyllfluoreszenz pflanzlicher Unter- 
suchungsobjekte verandert, gleichzeitig als MeBlicht zur Anregung 
der Fluoreszenz. Dabei kann das Oetektorsystem nicht zwischen der 
durch das MeBlicht angeregten Fluoreszenz einerseits und gestreutem 
Starklicht bzw. der von externem Starklicht angeregten Fluoreszenz 
andererseits unterscheiden, wenn diese als langerwellige Strahlung 
das optische LangpaBfilter durchdringen . Damit ist diese Einrichtung 
nicht dazu geeignet, externes, ungefiltertes Starklicht zur Belicht- 
ung des pflanzlichen Untersuchungsobjektes einzusetzen. Ein weiterer 
Nachteil dieses bekannten Fluorometers besteht darin, daB aufgrund 
der gegebenen MeBkopfgeometrie die Verwendung eines optischen Kurz- 
paBfilters zwischen der internen LED Lichtquelle und dem Untersuch- 
ungsobjekt verhindert ist, sodaB in der Praxis ein erheblicher Teil 
des MeBsignals auf den langerwelligen Anteil des MeBlichtes zuruck- 
zufuhren ist, welches vom Untersuchungsobjekt uber den transparenten 
LED Kunstharzkorper und das optische LangpaBfilter in den Photode- 
tektor reflektiert wird. 

Das in der Ps.::entschrift DE-PE 2914147 beschriebene Impulsflu- 
orometer arbeitet mit starkem Impulslicht von einer Blitzentladungs- 
lampe, welches bei lichtempfindlichen Untersuchungsobjekten zu deren 
Veranderung wahrend des MeBvorgangs fuhrt. Diese Veranderungen tre- 
ten in noch verstarktem MaBe auf, wenn die Impulsblitz-Frequenz 
hoch ist, Damit ist die bekannte Einrichtung nicht in der Lage, 
zeitliche Veranderungen in der Fluoreszenzausbeute lichtempfind- 
licher Untersuchungsobjekte messend zu verfolgen. Weiterhin ist 
diese Einrichtung nicht geeignet, die Impulssignale von uberlagern- 
den Fremdsignalen zu trennen, wenn die Intensitat der Fremdlichtein- 
strahlung im GroBenbereich der Impulsblitzintensitat liegt und wenn 
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schnelle Anderungen in der Intensitat der Fremdbelichtung auftreten. 

Bei der Beobachtung bestimmter Untersuchungsobjekte ist as je- 
doch erforderlich. MeBlicht sehr geringer Intensitat bei gleichzeit- 
iger Oberlagerung von sehr starker, in der Intensitat schnell ver- 
anderlicher Fremdeinstrahlung anzuwenden. Ein Beispiel aus der Pho- 
tobiologie ist die Beobachtung lichtinduzierter Chlorophyllfluores- 
zenz-Veranderungen (Kautsky-Effekt) . wobei Verhaltnisse von MeB- 
licht/ St arklicht von 1/10 ^ bisl/10 ^ gefordert sind. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, 
ein Fluorometer zu schaffen, welches ein genOgend schwaches MeB- 
licht verwendet, das selbst sehr lichtempfindliche Untersuchungs- 
objekte nicht verandert und das trotzdem in der Lege ist, selektiv 
zwischen der schwachen, vom MeBlicht angeregten Fluoreszenz und 
wesentlich starkerem Storlicht zu unterscheiden. 

Bei Anwendung extrem kurzer Lichtimpulse , die periodisch die 
Fluoreszenz anregen, kann die Impulsintensitat relativ hoch sein, 
ohne daB das Untersuchungsobjekt im zeitlichen Mittel einer starken 
Lichteinwikung ausgesetzt ist, sofern der Abstand zwischen zwei 
MeBimpulsen relativ zur Impulsdauer groB ist Weiterhin lessen sich 
kurze Impulssignale vorteilhaft durch selektive Verstarkungssysteme 
von uberlagernden Fremdsignalen trennen. 

Vorteilhafte Ausgestaltungen^ sind in den Unteranspruchen ge- 
schildert . 

Die Verwendung einer PIN-Photodiode als Photodetektor gemaB 
Anspruch 2 ist vorteilhaft zur Anwendung bei hohen Impulsfre- 
quenzen und bei hohen Starklichtintensitaten. Die Umschaltung von 
niedrigen zu hohen Impulsfrequenzen gemaB Anspruch 3 bewirkt die 
Erhohung des Signal/ Rauschverhaltnisses, Das KurzschlieBen des Pho- 
diodenvorverstarkers gemaB Anspruch 4 ist erf orderlich , urn bei Ein- 
strahlung sehr starker, kurzer Blitzbelichtung eine Obersattigung 
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des Verstarkersystems zu verhindern. Die automatische Nullwertkom- 
pensation des MeBsignals gemaB Anspruch 5 dient der Unterdruckung 
des nichtvariablen vom variablen Teil des Fluoreszenzlichtes . 

GemaB Anspruch 6 ein zweiarmiges Lichtfaserbundel zu verwenden 
bringt an Vorteilen, daB die Haupteleraente des MeBkopfes flexibel 
und beabstandet vom Untersuchungsobjekt angeordnet werden konnen, 
bei hoher Ausnutzung des gegebenen MeBlichtes und der entstehenden 
Fluoreszenz. 

Die zentralen Sffnungen gemaB Anspruch 7 eimoglichen eine be- 
senders kompakte Anordnung der Einzelteile und eine damit verbund- 
ene hohe Effizienz der Lichtsendung und der Fluoreszenzsammlung. 

Die Verwendung einer LED gemaB Anspruch 8 mit hdherer Lichtin- 
tensitat macht eine zusatzliche Starklichtquelle entbehrlich. Von 
Vbrteil ist es» daB diese Lichtquelle tragheitslos und synchron 
geschaltet werden kann. 

GemaB Anspruch 9 ein einarmiges Lichtfaserbundel zu verwenden 
bringt den Vorteil. daB dieses unbeabstandet an das Untersuchungs- 
objekt herangedruckt werden kann und daB damit die gesamte Fluores- 
zenzstrahlung ohne Streuverlust in den MeBkopf gefuhrt werden kann, 

Durch die Anci^dnung der Starklichtquelle gemaB Anspruch 10 un- 
mittelbar unter dem Untersuchungsobjekt und ohne Zwischenschaltung 
eines optischen Filters ergibt sich eine besonders intensive Stark- 
lichtwirkung . 

Ein bevorzugtes Anwendungsfeld der Erfindung bezieht sich auf 
die Messung lichtinduzierter Veranderungen der Chlorophyllf luores- 
zenz (Kautsky-Effekt) an lebenden Pflanzen. Diese Veranderungen er- 
lauben einen Einblick in das Photosyntheseverhalten der lebenden 
Pflanzen und damit eine Diagnose des pflanzlichen Zustands. Jede 
Schadigung der Pflanze druckt sich in einer charakteristischen Ver- 
anderung der Fluoreszenz-Induktionskurve aus. 
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Nachfolgend wird anhand der Zeicbnungen eine Ausfuhrungsforro eines 
erfindungsgemaBen Fluorometers auf Impulsbasis beschrieben. In den 

Zeichnungen zeigt 

Figur 1 ein Funktions-Blockscheraa des Fluorometers, 

Figur 2 a,b ein Prinzipschaltbild des Fluorometers, 

Figur 3 ein Zeitdiagramm zur Erlauterung der Schalterstellungen im 

selektiven Ausschnittsverstarker, 

Figur 4 ein Prinzipschaltbild der automatischen Nullwertkompensation , 
Figur 5 eine schematische Darstellung einer MeBkopfausfiihrung rait 
MeBlichtfuhrung durch zentrale Offnungen in der Photodiode und im 
LangpaBfilter, 

Figur 7 eine schematische Darstellung einer MeBkopfausfuhrung mit 
einarmiger Fiberoptik, 

Figur 8 eine schematische Darstellung einer MeBkopfausfuhrung mit 
zwei hintereinander angeordneten LEOs mit MeBlicht- und Starklicht- 

funktionen und 

Figur 9 MeBkurve der zeitabhangigen Veranderung der Chlorophyll- 
fluoreszenz - Ausbeute beim Dunkel/Licht Obergang. 

Das in Fig. 1 in einem Funktions-Blockschema dargestellte Fluoro- 
meter besteht aus einem MeBkopf M , einer Steuer- und Regeleinrich- 
tung STR und wahlweise hinzuschaltbaren Einrichtungen fur automa- 
tische Nullwertkompensation 23 und fur Starklicht-Belichtung 18a, 
18b, 19 . Eine spezifische Messung der Impulsfluoreszenz ist durch 
die Kombination optischer Filter 4,6 und selektiver Verstarker- 
elemente 8,11 erreicht. Die LED Lichtqiielle 1 wird durch den 
Impulstreiber 2 iiber den Dezimalzahler 12 rait 1/10 der Frequenz 
des Taktgenerators 9 betrieben und bestrahlt das Untersuchungsobjekt 5 
durch ein optisches KurzpaBf liter 4. Das kurzwellige Anregungslicht 
regt im Untersuchungsobjekt 5 gleichtaktig und gleichphasig langwel- 
lige Fluoreszenz an. Das optische LangpaBfilter 6 , welches sich 
zwischen dem Untersuchungsobjekt 5 und der Photodiode 7 befindet, laBt 
die langerwellige Fluoreszenz passieren, wahrend es das kurzerwellige 
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Anregungslicht absorbiert. Auch der langerwellige Anteil der bei 
gleichzeitiger Belichtung mit einer Starklichtquelle 19 bzw. bei 
unkontrolliertem Fremdlichteinfall auftretenden Streu-, Reflektions- 
und Fluoreszenz-Strahlung erreicht uber das optische LangpaSfilter 
6 die Photodiode 7 und erzeugt dort ein MeBsignal, welches sich 
dem Impulsfluoreszenzsignal uberlagert. Das GesamtmeBsignal wird dem 
Vorverstarker 8 zugefuhrt, der als schneller Impulsverstarker aus- 
gelegt ist und dadurch eine weitgehende Trennung von getaktetem Im- 
pulsfluoreszenzsignal und ungetaktetem Stark- bzw. Fremdlichtsignal 
bewirkt, Bei Anwendung von Starklichtquellen mit steilen Schalt- 
flanken ist die Trennung von Impulssignal und dem schnell verander- 
lichen Storsignal jedoch noch nicht ausreichend. Eine vollstandige 
Trennung erfolgt erst im anschlieBenden selektiven Ausschnittsver- 
starker 11 • Fur die Funktion des Verstarkersystems ist entschei- 
dend, daB sowohl der LED Impulstreiber 2 , als auch der selektive 
Ausschnittsverstarker 11 , als auch der Ein/Ausschalter 18a, IBb 
der Starklichtquelle 19 , sowie der Austastschalter S3 im Vorver- 
starker 8 (Fig, 2a) uber den Dezimalzahler 12 und die logischen 
Schaltelemente in einer Synchronisierungseinheit 10 in zeitlich defi- 
hierter Weise funktionell mit dem Taktgenerator 9 gekoppelt sind. 

GemaB Fig. 2a und 2b steuert der Taktgenerator 9 uber einen 
Dezimalzahler 12 zum einen den LED Impulstreiber 2 und zum ande- 
ren den selektiven Ausschnittsverstarker 11 an. Ferner werden von 
demselben Dezimalzahler 12 an seinem Ausgang "5" Synchronimpulse 
zur Ansteuerung der Synchronisierungseinheit 10 geliefert. Die 
Fluoreszenzimpulse werden von der Photodiode 7 empfangen, im Vor- 
verstarker 8 verarbeitet und das Impulsignal dem selektiven Aus- 
schnittsverstarker 11 zugefuhrt. Im Vorverstarker 8 wird durch 
das RC-HochpaBfilter R1,C1 das Impulssignal von uberlagernden Stor- 
signalen getrennt. Der Ausschalter S3 dient der kurzfristigen Kurz- 
schlieBung des Verstarkereingangs zur Verhinderung einer Ubersatti- 
gung des Verstarkersystems bei Anwendung sattigender Lichtblitze. 
Im selektiven Ausschnittsverstarker 11 , der dem Vorverstarker 8 
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nachgeschaltet ist, steuern zwei vom Taktgenerator 9 uber den 
Dezimalzahler 12 an seineni Ausgang "0" erhaltene Schaltimpulse 
nach geeigneter Verzogerung in den Elementen VI und V2 zwei Schalter 
SI und S2 an, zum Zwecke der zeitlich selektiven Obernahme des vom 
Vorverstarker 8 kommenden Fluoreszenzimpulssignals. 

Die relative zeitliche Lege des LED Impulslichtes 3 , des vom 
Vorverstarker 8 kommenden Fluoreszenzimpulssignals 13 und der 
von den Verzdgerungsgliedern VI und V2 kommenden Schaltimpulse ist 
in Fig. 3 dargestellt. 

Den Schaltern SI und S2 nachgeschaltet sind zwei Halteglieder C2 
und C3, die bei jedem MeBimpuls die Ausschnittssignalweite 15 und 16 
(Fig. 3) ubernehmen und bis zum nachsten MeBimpuls an den beiden Ein-* 
gangen eines nachgeschalteten Instruraentenverstarkers 14 speichern. 
Am Ausgang des Instrumentenverstarkers 14 liegt das MeBsignal jeweils 
als Differenzsignal zwischen den Extremwerten 15 und 16 des Lade- und 
Entladeimpulses vor, welches ein MaB fur die jeweilige Fluoreszenz- 
ausbeute des Untersuchungsobjektes ist. 

Der Taktgenerator 9 wird mitt els des Schalters 21 durch einen Impuls 
von der Synchronisierungseinrichtung 10 von einer niedrigen auf eine 
hohe Frequenz und umgekehrt geschaltet. Eine Umschaltung des Taktge- 
nerator s 9 von niedriger auf hohe Frequenz dient zur Erhohung des 
Signal/Rausch Verhaltnisses . Die damit verbundene Erhohung der MeB- 
lichtintensitat ist bei gleichzeitiger Einstrahlung von Starklicht 
in ihrer Wirkung zu vernachlassigen. 

Damit die beim Ein- und Ausschalten von Starklichtquellen mit 
steilen Schaltflanken auftretenden steilen Signalflanken nicht mit 
den Fluoreszenzimpulssignalen 13 zeitlich zusammenf alien konnen, 
werden vom Dezimalzahler 12 am Ausgang "5" erzeugte Synchronimpulse 
zum Ein- und Ausschalten der Starklichtquelle 19 genutzt, wobei eine 
Logikschaltung LI dafur sorgt, daB die Synchronimpulse nur dann einen 



.3518S27A1_I_> 



- 11 - 



3518527 



Einschalt-Triggerimpuls auslosen, wenn der Starttaster 17 betatigt 
ist und wobei eine zweite Logikschaltung L2 in Verbindung mit einem 
digital-einstellbaren Verzogerungsglied 20 einen Synchronimpuls zur 
Auslosung des Ausschalt-Triggerimpulses selektioniert . 

Am Ausgang des Instrumentenverstarkers 14 in der Steuer- und Regel- 
einrichtung 11 (Fig. 2a) befindet sich eine wahlweise zuschaltbare 
Zusatzeinrichtung 23 zur automatischen Nullwertkompensation des MeB- 
signals. Die Zusatzeinrichtung gemaB Fig. 4 besteht aus einem Taster 
24 uber den bei Betatigung ein Binarzahler 25 angesteuert wird. Diesem 
ist eine Widerstandskette 26 nachgeschaltet, welche an ihrem Ausgang 
variable Spannungen zur Kompensation des vorliegenden MeBsignals er- 
zeugt. Diese Spannungen werden in einem Komparator 27 jeweils mit 
den gegebenen MeBsignal- Spannungen verglichen und das Vergleichs- 
ergebnis veranlaBt den Binarzahler zu einer Auf warts- oder zu einer 
Abwartszahlung und der damit verbundenen Korrektur der Kompensations- 
spannung am Ausgang der Widerstandskette 26. Dieser Zahlvorgang lauft 
solange ab, bis die Nullwertkompensation erreicht ist. Der Kompensa- 
tionswert bleibt erhalten, sobald der Taster 24 sich wieder off net. 
Die Kompensationsspannung und das MeBsignal werden am Differenzver- 
starker 28 voneinander abgezogen und das Oifferenzsignal gelangt zur 
Auswertung . 

In Fig. 5 ist eine Ausfuhrungsform des MeBkopfes M mit zweiarmiger 
Fiberoptik 30,31 dargestellt. Im Abschirmgehause 29 fallt das Licht 
einer lichtemittierenden Diode (LED) 1 durch ein optisches KurzpaB- 
filter 4 auf den einen Arm 30 des Lichtfaserbundels und bestrahlt 
ein Untersuchungsobjekt 5. Ferner enthalt das Abschirmgehause 29 eine 
Photodiode 7 mit einem optischen LangpaBfilter 6, die durch den zwei- 
ten Arm 31 des Lichtfaserbundels das Fluoreszenzimpulssignal empfangt. 
Die Fasern der beiden Arme 30,31 des Lichtfaserbundels sind an einem 
gemeinsamen Ende 32 zusammengefaBt und durchmischt. 
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In der Fig. 6 ist eine weitere Ausfuhrungsraoglichkeit des MeBkopfes 
M dargestellt. Es zeigen 1 eine LED, 4 ein KurzpaBf ilter , 35 eine 
Photodiode rait zentraler Offnung 33 , sowie 36 ein LangpaBf ilter mit 
zentraler Offnung 34 in einem Abschirmgehause 29, durch dessen Offnung 
37 die Fluoreszenz des Untersuchungsobjektes 5 angeregt wird. Die An- 
ordnung der Photodiode 35 und des LangpaBf ilters 36 mit jeweils zen- 
tralen Offnungen ermoglicht die'Bestrahlung des Teiles 5 aus kurzer 
Entfernung, mit der damit verbundenen optimalen Ausnutzung der gegebenen 
LED Lichtstarke und gleichzeitiger effektiver Sammlung des Fluoreszenz- 
lichtes. 

Fig. 7 zeigt eine Ausfuhrungsform des MeBkopfes M analog der Fig. 6 
jedoch mit einem an die Offnung 37 angekoppelten, einarmigen Licht- 
faserbundel 38, welches an das Tail 5 ohne Abstand angedruckt ist. 
Aufgrund dieser Anordnung sind Fluoreszenzmessungen an schwer zugang- 
lichen Untersuchungsobjekten ermoglicht, bei gleichzeitiger optimaler 
Ausnutzung von gegebener LED Lichtstarke und effektiver Sammlung des 
Fluoreszenzlichtes . 

In der Fig. 8 ist der MeBkopf M analog dem der Fig. 6 dargestellt, 
jedoch befindet sich zwischen der Offnung 34 und der Offnung 37 eine 
zweite LED 39 mit transparentem Kunstharzkorper. Die zweite LED 39 
kann in dieser Anordnung von der LED 1 durchstrahlt werden. AuBerdem 
liefert die zweite LED 39 ungefiltertes Starklicht zur Belichtung des 
Untersuchungsobjektes 5 aus nachster Nahe. Gleichzeitig ist bei dieser 
Anordnung ein ausreichender Einfall von Fluoreszenzimpulslicht auf die 
Photodiode 35 gewahrleistet . 

Fig. 9 zeigt eine mit dem erfindungsgemaBen Fluorometer gemessene 
Chlorophyllfluoreszenz-Induktionskurve von einem Spinat-Blatt beim 
Ubergang vom Dunkel- in den Lichtzustand. Im vorliegenden MeBbeispiel 
verhalten sich die Intensitaten von MeBlicht/ Starklicht/ Sattigungs- 
blitzen wie 1/10^/10^. Das Starklicht bewirkt Veranderungen der 
Fluoreszenzausbeute in Verbindung mit dem Ablauf der Photosynthese 
iro Blatt; die Sattigungsblitze dienen zur Ermittlung der maximalen 
Fluoreszenzausbeute . 
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